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enzyme -label led form. The enzyme content of the liq. phase is then 
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contact . 
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antigen, hapten, antibody or ant i- antibody. Alternatively, (A) is the 
antigen or hapten and (B) the antibody. 

The method is more suited to automation than known ELISA procedures 
since sepn. of solid and liq. phases and washing are unnecessary and 
commercial centrifugal analysers can be used. In the presence of a 
strong gravitational force, bound enzyme takes no part in the enzymatic 
reaction. 
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Verfahren zur EnzymimmunobesUmmuhg In heterogener Phase. 



© Zur Bestimmung einer Komponente der Reaktion zwi- 
schen einem spezifisch bildenden Protein und einer damit 
bindefahigen Substanz durch Inkubatlon einer Probelosung 
mit einer vorher festgelegten Menge Bindungskomponente 
In uni6slicher Form In Gegenwart eines Reagens, welches 
eine bekannte Menge einer der Bindungskomponenten In 
enzymmarkierter Form enthalt, Trennung der flussigen von 
der festen Phase durch Zentrifugleren und Bestimmung der 

^ In der flussigen Phase verbliebenen Aktlvitat des Mar- 
\ kierungsenzyms fuhrt die Messung der Enzymaktivitat in 
einem Zentrifugenrotor wahrend Oder nach der Einwirkung 
der erhohten Schwerkraft durch soiange feste und flussige 

1^ Phase noch miteinander in Kontakt stehen. 
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Verfahren zur Enzymimmunobestimmung in heterogener Phase. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung ei- 
ner Komponente der Reaktion zwischen einem spezifisch 
bindenden Protein und einer damit bindefahigen Substanz 
unter Anwendung des Prinzips des Enzyraimmuno-Verfahrens 
in heterogener Phase. 

Aufgrund der stSndig steigenden Zahl von klinisch-che- 
mischen Analysen von Serumbestandteilen und ahnlichen 
biologischen Materialien gewinnt die Automatisierbarkeit 
derartiger Methoden standig weiter an Bedeutung. Nur durch 
Automatisierung laflt sich die stark steigende Zahl derar- 
tiger Bestimmungen bewaltigen und dabei auch der erforder- 
liche Arbeitsaufwand pro Bestimmung herabsetzen. In neuerer 
Zeit haben dabei Analysenautomaten, die auf dem Zentrifugal- 
analysenprinzip beruhen f groBe Bedeutung erlangt, da sie 
eine weitere ErhShung der Analysenfrequenz ohne besondere 
Steigerung der Anlagenkosten ermoglicht (G-i-T, Fachz. Lab. 
21 (1977) , 866-874) . 

Fiir die klinische Diagnostik steigt in neuerer Zeit auch 
die Bedeutung von Verfahren zur Bestimmung von Partnern 
von Immunreaktionen . Einen wesentlichen Fortschritt brachte 
dabei die Methode der Radioimmunanalyse (RIA) , da sie eine 
wesentliche Erhohung der Empf indlichkeit derartiger Be- 
stimmungen mit sich brachte. Ein Nachteil des RIA, nMmlich 
die Notwendigkeit, mit radioaktiven Substanzen urazugehen, 
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1 wurde beseitigt durch den Ersatz der radioaktiven Markie- 
rung durch eine Enzymmarkierung, was zum sogenannten Enzym- 
Immuno-Assay (EIA) fiihrte. Bei einer Ausf tihrungsf orm sines 
derartigen Verfahren, die iiblicherweise als ELISA-Methode 
5 bezeichnet wird, wird eine Komponente der Reaktion zwischen 
einem spezifisch bindenden Protein und einer damit binde- 
fShigen Substanz bestimmt, indem man eine ProbelQsung rait 
unbekanntera Gehalt an der zu bestimmenden Substanz mit 
einer vorher festgelegten Menge einer Bindungskoznponente 

10 in unlttslicher Form in Gegenwart eines Reagenz inkubiert, 
welche eine bekannte Menge einer der Bindungskomponenten 
in enzymmarkierter Form enthalt. Nach Trennung der fltts- 
sigen von der festen Phase stellt die in der fltissigen 
Phase verbliebene Aktivitat des Markierungsenzyms ein MaB 

15 ftir die in der Probel6sung vorhandene unbekannte Menge 

der zu bestimmenden Komponente der Immunreaktion dar (vgl. 
J. Clin. Chem. Clin. Biochem. Vol. 18 (1980) 197-208). 
Dieser heterogene Enzymimmunotest beseitigt zwar die Not- 
wendigkeit, mit radioaktiven Substanzen zu arbeiten, der 

20 dabei erf orderliche Trennungsschritt bereitet jedoch bei 
der Automatisierung Schwierigkeiten und erfordert zusMtz- 
liche MaBnahmen, wie sie beispielsweise in der DE-OS 27 36 
527 beschrieben werden. 

25 per Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde," ein der- 
artiges Enzym-Immuno-Testverfahren so zu gestalten, daB 
die Automat is ierbarkeit verbessert wird und insbesondere 
eine Durchf (ihrung an Zentrifugalanalysatoren ermoglicht 
wird. 

30 

Gelost wird diese Aufgabe erf indungsgemaB durch ein Ver- 
fahren zur Bestimmung einer Komponente der Reaktion zwi- 
schen einem spezifisch bindenden Protein und einer da- 
mit bindef ahigen Substanz durch Inkubation einer Probe- 

35 

16sung mit einer vorher festgelegten Menge Bindungskom- 
ponente in unldslicher Form in Gegenwart eines Reagenz, 
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1 welches eine bekannte Menge einer der Bindungskomponenten 
in enzyramarkierter Form enthSlt, Trennung der flussigen 
von der festen Phase durch Zentrifugieren und Bestimmung 
der in der flUssigen Phase verbliebenen Aktivitat des Mar- 

5 kierungsenzyms , welches dadurch gekennzeichnet ist, daB 
man die Messung der Enzymaktivitat in einem Zentrifugen- 
" rotor wahrend oder nach der Einwirkung der erhShten Schwer- 
kraft durchftthrt, solange feste und fliissige Phase noch 
miteinander in Kontakt stehen. 

10 

Die Erfindung beruht auf der sehr xiberraschenden Tatsache, 
dafi unter dem Einf luB der Schwerkraft in einem Zentrifugen- 
rotor der an die feste Phase gebundene Anteil des Enzyms 
an der Enzymreaktion praktisch nicht teilnimrat, so daB 

15 unter den erf indungsgemaBen Bedingungen bei der Messung 
der Enzymaktivitat nur das in der fliissigen Phase vorlie- 
gende Enzym wirksam wird, wahrend das damit in direktem 
Kontakt stehende, infolge der Einwirkung der erhShten 
Schwerkraft aber an die Behalterwand gebundene Enzym bei 

20 der Bestimmung nicht erfaBt wird. Bei einem Zentrifugal- 
analysator werden ja die Komponenten einer Reaktion Ub- 
licherweise zuerst unter dem EinfluB der Schwerkraft ge- 
mischt und dann in ein Bestimmungsgef aB weitergef ordert , 
welches als eine Art Kuvette ausgebildet ist r in der wah- 

25 r end des Rotorlaufs die Messung durchgefuhrt wird. An der 
Kiivettenwand, auf welche die Schwerkraft wirkt, sammelt 
sich nun beim Verfahren der Erfindung das an die feste Pha- 
se gebundene Markerenzym an f wird also insoweit zwar dem 
Lichtstrahl, der fur die Messung durch die Kuvette o e - 

30 

schickt wird, entzogen, bleibt aber weiterhln in Kontakt 
mit der Reagenzl6sung und kann daher auch an Omsetzungen 
in der Reagenzlosung weiter teilnehmen. Diese Teilnahme 
von in fester Phase gebundenen Enzymen an Reaktionen in 
der Losung wird gerade bei den trMgergebundenen Enzymen 
technisch in weitem Omfang ausgenutzt. Falls man uberhaupt 
eine Einwirkung des Schwerkraftfelds bei derartigen Reak- 
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tionen erwartet hatte, so allenfalls eine verstarkte Teil- 
nahme des an die Behaiterwand zentrifugierten Enzyms, da 
eine Wanderung der Reaktionspartner unter dem Rinflufl der 
Schwerkraf t , wenn ttberhaupt, so nur in Richtung ihrer Wir- 
kung, d,h,zum in fester Phase vorliegenden Enzym, aber 
nicht vom Festphasenenzym weg zu erwarten war. 

Die Erfindung macht es mffglich, die bis jetzt als abso- 
lut unumgMnglich angesehenen Verfahrensschritte: Trennung 
von fester und f lussiger Phase und Waschen der festen Pha- 
se (Dt. Ges. f. Klin, Chemie, Mitteilungen 1/79, 
22-30) , tiberf lUssig gemacht werden und das Verfahren auf 
ublichen Zentrifugenanalysatoren durchf tthrbar wird. Das 
wesentliche Hindernis bei der Durchfuhrung der ELISA— 
Technik auf Analysenautoraaten wird damit beseitigt. 

Die unlosliche Koraponente der Enzymreaktion wird beim er- 
findungsgemMBen Verfahren vorzugsweise in tragergebundener 
Form eingesetzt. Die Tragerbindung kann nach den ftir die 
Immobilisierung von biologisch aktiven Substanzen dem Fach- 
mann bekannten Methoden erfolgen. Alternativ kann die un- 
losliche Komponente auch in vernetzter Form eingesetzt 
werden, beispielsweise durch an sich bekannte Umsetzung 
mit multifunktionalen Vernetzungsmitteln. Derartige Ver- 
netzungsmittel, wie Glutardialdehyd, usw. sind dem Fach- 
mann.bekannt und brauchen hier nicht naher erlautert zu wer- 
den, Vernetzung und Tragerf ixierung konnen auch kombiniert 
angewendet werden f indem eine Komponente der Immunreaktion 
auf einem Trager durch Vernetzung fixiert wird. Besonders 
zweckmSBig wird die unldsliche Koraponente in Teilchenform 
eingesetzt, entweder an einen teilf ormigen Trager fixiert 
oder durch tragerfreie Vernetzung in Teilchenform iiber- 
ftihrt. 

Der Trager far die unlosliche Komponente kann, wenn er 
verwendet wird, flussig oder fest sein. Gemafi einer be- 
sonders bevorzugten Ausf iihrungsform der Erf indung 1 setzt 
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1 man die unlosliche Komponente der Immunreaktion an Latex- 
teilchen gebunden ein. Ein besonderer Vorzug von Latex- 
partikeln liegt in ihrer Dichte, die sie in wSBriger L5- 
sung in Schwebe halt. Zu diesera Zweck besonders geeignete 
5 Latexpartikel sind in der gleichzeitig unter der internen 
Nr. 2350 unter der Bezeichnung "Hydrophile Latexpartikel, 
Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung" ein- 
gereichten Patentanmeldung beschrieben (Kopie beigeftigt) . 
Diese hydrophilen Latexpartikel bestehen aus einem Horao- 

10 oder Copolymer is at von in Wasser schwerl3slichen Monomeren 
und sind durch Emulsionspolymerisation in Anwesenheit eines 
wasserloslichen, Radikale bildenden Initiators, jedoch ohne 
Zusatz eines Emulgators, Stabilisators oder Netzmittels, 
herstellbar. Die Herstellung erfolgt in waBriger Disper- 

15 sion des oder der Monomeren durch Emulsionspolymerisation 
in Abwesenheit von Sauerstoff . 



Im Rahmen der Erfindung sind jedoch auch andere Trager ge- 
eignet, wie sie ublicherweise fur die Fixierung von biolo- 
20 gisch aktiven Proteinen verwendet werden, beispielsweise 
unlosliche Kohlenhydrate, wie Cellulosederivate , vernetz- 
tes Dextran, hydrophile Polymere und Copolymere, insbe- 
sondere auf Basis von Acrylamid und dergleichen. 

25 pie im Rahmen der Erfindung erforderliche Schwer-kraft ent- 
spricht den bei handelsublichen Zentrif ugalanalysenauto- 
maten normalerweise auftretenden Werten. 



30 
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Alle iibrigen Bedingungen, die beim Verfahren einzuhalten 
sind, entsprechen den fUr die jeweilige Bestimmung nach 
der ELISA-Technik bekannten Bedingungen. Sie werden im 
wesentlichen durch die pH- und Puf f er-Abhangigkeit des 
Markerenzyms bestimmt. Diese Bedingungen sind dem Fachmann 
bekannt. Auch Konzentrationen und Inkubationszeiten konnen 
den bisher bekannten Werten entsprechen. 
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1 Auch hinsichtlich der verwendbaren Markerenzyme bestehen 
keine Beschrankungen . Alle ftir die ELISA-Technik geeig- 
neten Markerenzyme lassen sich auch ira Rahmen der Erfin- 
dung anwenden. 

5 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich fiir die ver- 
schiedenen bekannten Abwandlungen der ELISA-Technik, also 
die sogenannte kompetitive Enzym-Immuno-Testmethode, die 
kompetitive Sandwich-Methode , die Sandwich-Antigen-Metho- 

10 de, die Sandwich-Antikorper-Methode und die immuno-enzymo- 
metrische Methode. Diese Methoden sind in der oben erwahn- 
ten Literaturstelle J. Clin. Chem. Clin. Biochenw schema - 
tisch erlSutert. Beispiele ftir geeigente Markerenzyme 
sind Peroxidase , Glucoseoxidase. Galactosidase, alkali- 

15 sche Phosphatase, Glucoamylase, Acetylcholinesterase und 
Katalase. 

Typische Beispiele fur Antigene oder Haptene, die mit 
dem erf indungsgeraafien Verfahren bestimmt werden konnen, 
20 sind Thyroxin, Digoxin, Ostriol, cx^ -Fetoprotein, Insulin, 
Thyrotropin, Ferritin, carcinoembryonales Antigen, HB 2 - 
Antigen und Mhnliche. In gleicher Weise konnen die korres- 
pondierenden oder beliebige andere Antikorper bestimmt 
werden. 

25 

Die folgenden Beispiele erlMutern die Erfindung weiter. 
Beispiel 1 

30 

Verwendete Reagenzien: 

a) Sepharose-Anti-T 4 -Antikorper (T 4 = Tetra jod-Tyrosin - 
Thyroxin) 

1 g handelsiibliche bromcyanaktivierte vernetzte Agaro- 
se (Sephasose) wurde nach Vorschrift des Herstellers 

35 

mit 10 ml Anti-T 4 -Immunglobulin (Anti-T 4 -IgG von Kanin- 
chen) gekuppelt, wobei das Anti-T.-IgG aus Anti-T.-An- 
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1 tiserum durch Fallung mit 14 %-iger (w/v) Ammonium* 
sulfatlosung gewonnen worden ist (Probe 16s ung) 

b) T 4 -Glucoseoxidase (T^-GOD) 
5 200 mg (= 1,07 uM) lyophilisierte Glucoseoxidase werden 
in 20 ml 0,1 M Phosphatpuf fer , pH 8,6, gelost und trop- 
fenweise unter Kiihlen und Rtthren mit 18,8 ml Dimethyl- 
formamid versetzt. Zu dieser LBsung werden 15 mg ( = 
15,4jiM) B0C-T 4 -OSu (Su = Succinimid) , in 1,2 ml Dime- 

10 thylformamid gel6st, innerhalb 3 Stunden in 400jil- 

Portionen zugesetzt. Die Reaktionslosung wird 20 Stun- 
den bei 4°C unter Rtihren und Lichtausschlufi gehalten. 
Eine auftretende leichte Triibung wird abzentrif ugiert . 
Die uberstehende Losung wird an Molekularsieb auf Ba- . 

15 sis von vernetztem Dextran (Sephasex G-25, fine) in 
40 mM Tris-Puffer, pH 7,5, und 150 mM Natriumchlorid 
aufgetrennt. Die erste Fraktion (Front) wird aufgefan- 
gen: 86 ml. Die erhaltene Losung wird zweimal gegen 
12 1 40 mM Phosphatpuf fer, pH 6,5, dialysiert. Die so 

20 erhaltene GOD-T 4 enthaltende Losung wird fur die folgen- 
den Experimente im Verhaltnis 1:10 mit Phosphatpuf- 
fer, pH 6,5, verdunnt* 



25 
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c) Enzymsubstratlosung 

20 mg Peroxidase (POD), 4,6 g 2 ,2 '-Azino-di-tB-athyl- 
benzthiazolinsulfonat (6)J und 50 g Glucose werden mit 
0,01 M Phosphat/Citrat-Puffer, pH 5,6, und 0,1 % Poly- 
oxyathylensorbitanmonooleat (Tween 20) auf ein Endvo- 
lumen von 1 1 gebracht. 

d) Versuchsdurchflihrung 

Verschiedene , jeweils bekannte Merge an der unter a) 
beschriebenen Sepharose-Anti-T 4 -IgG-Losung (50/100/200/ 
500/1 OOOul) werden mit jeweils 100ul der unter b) be- 
schriebenen T 4 -GOD-L6sung vermischt und 15 Minuten 
bei Raumtemperatur geruhrt. 35]il dieses Inkubationsge- 
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1 misches werden in die Probemulde eines handelsublichen 
Zentrifugalanalysenautomaten (Centrif iChem 400) gege- 
ben. In den Reagenzbereich werden 60pl des unter c) be- 
schriebenen Enzymsubstrat-Gemisches geftillt. Danach 

5 wird zentrifugiert und wahrenddessen die Extinktion bei 
405 nra gemessen. Fig. 1 der Zeichnung zeigt in graphi- 
scher Darstellung die Abnahme der Extinktion, gemessen 
nach 25 Minuten ab Beginn der Zentrif ligation, gegen die 
Zunahme des Sepharose-Anti-T^-IgG-Gehalts aufgetragen. 

10 

Beispiel 2 

100m1 Sepharose-Anti-T 4 -IgG, 9-0ul 0,1 M Phosphatpuf f er , 
pH 7,0, 100ul T 4 -GOD-Losung und 100 pi eines ^-Standards 

15 in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,0, werden 1 Stunde geriihrt. 
35ul dieses Inkubationsgemisches werden wie in Beispiel 1 
d) beschrieben am Zentrifugalanalysenautomaten weiterbe- 
handelt. Durch Einsatz von T^-Standardlosungen unter schied- 
lichen T 4 ^Gehalts wird eine Eichkurve erstellt. Die ermit- 

20 telten Werte sind in Fig. 2 dargestellt. Anhand dieser 
Eichkurve lassen sich unbekannte T^-Konzentrationen be- 
stiramen. Hierzu wird in der oben beschriebenen Weise ver- 
fahren, jedoch wird anstelle der T 4 -Standardl6sung eine 
entsprechende Menge der Probe mit unbekanntem T 4 ~Gehalt 

25 eingesetzt. 

Beispiel 3 
Verwendete Reagenzien 

30 

a) Latex-Anti-T 4 ~Antik6rper 

T 4 ~Antikorper aus einem Anti-T 4 -Serum vom Schaf werden 
an Homopolyglycidylmethacrylat-Latexpartikel (herge- 
stellt nach Patentanmeldung P interne Nr. 2350) 

35 in der dort angegebenen Weise kovalent gebunden. 
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1 b) T 4 -3-Galactosidase (T^-S-Gal) 

T 4 wird analog Beispiel 1 b) mit B-Gal markiert. 

c) g-Gal-Substratlosung 

5 450 mg/1 p-Nitrophenyl-2-galactosidase (Fa. Sigma) 

100 mM Natriumchlorid 

10 mM Magnesiumchlorid 

10 mM Tris-Puffer/HCl, pH-Wert 7,3 
0,4 % (V/) MercaptoSthanol 

10 

d ) Ver suchs dur chf tihrung 

0,5 ml einer verdlinnten Latex-Anti-T^-Suspension wer- 
den mit 100jil einer T 4 -Serum-Standardl6sung mit ver- 
schiedenem, jeweils bekanntem T 4 -Behalt und 100iil 

15 einer T 4 -B-Gal-Konjugatl5sung versetzt. Das Reaktions- 

gemisch wird 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen ge- 
lassen. 35 \il des jeweiligen Inkubationsgemisches 
werden in die Probemulde eines handelsiiblichen Zen- 
trifugalanalysenautomaten (Centrif iChera 400) gegeben. 

20 in den Reagenzbereich dieses Zentrifugalanalysators 

werden 60jil der unter c) beschriebenen Substratlosung 
gefiillt. Danach wird zentrifugiert und die Extinktion 
bei einer Wellenl^nge von 405 nm gemessen. 

25 Nachdem auf diese Weise die T.-Eichkurve ermittelt 

4 

wurde, wurden anschliefiend in derselben Weise Bestim- 
mungen dutchgef iihrt , bei denen anstelle von 100|il T 4 ~ 
Standardserum jeweils 100ul von Proben mit unbekann- 
tem T 4 -Gehalt eingesetzt wurden. 

30 



35 



0054675 



Patentanspruche 

Verfahren zur Bestimmung einer Komponente der Reak- 
tion zwischen einem spezifisch bindenden Protein und 
einer damit bindefahigen Substanz durch Inkubation 
einer ProbelSsung mit einer vorher festgelegten Kenge 
Bindungskomponente in_unl5slicher Form in Gegenwart 
eines Reagenz, welches eine bekannte Menge einer der 
Bindungskomponenten in enzynunarkierter Form enthalt, 
Trennung der fliissigen von der festen Phase durch 
Zentrifugieren und Bestimmung der in der fliissigen 
Phase verbliebenen Aktivitat des Markierungsenzyms , 
dadurch gekennzeichnet , daB man die Messung der Enzyra- 
aktivitat in einem Zentrifugenrotor wahrend Oder nach 
der Einwirkung der erhohten Schwerkraft durchfiihrt, so- 
lange feste und fliissige Phase noch miteinander in Kon- 
takt stehen. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl 
man die unlosliche Koraponente in trSgergebundener Form 
einsetzt. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die unlosliche Komponente in ver- 
netzter Form einsetzt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB man die unlosliche Komponente in 
Teilchenform einsetzt. 

Verfahren nach Anspruch 4 f dadurch gekennzeichnet, daB 
man die unlosliche Komponente an Latexteilchen gebun- 
den einsetzt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da- 
durch gekennzeichnet, daB man als unlosliche Komponente 
einen Antikorper oder Anti-Ant ikorper verwendet. 
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1 7. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , dafi 
man als enzymmarkierte Komponente ein Antigen , Hapten, 
einen Antikdrper oder. einen Anti-Ant ikorper verwendet. 

5 8, Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6 , "dadurch 

gekennzeichnet, dafi man als unlosliche Komponente ein 
Antigen Oder Hapten und als enzymmarkierte Komponente 
einen Antik5rper verwendet. 
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